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RESUMEN

En 2024, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicé su lista de patdgenos bacterianos prioritarios para la salud publica, en la cual Klebsiella
pneumoniae fue clasificada en el primer lugar dentro de la categoria de prioridad critica por su resistencia antimicrobiana. Esta clasificacion refleja
la creciente deteccion de cepas resistentes a carbapenémicos, asociadas con tasas de mortalidad intrahospitalaria superiores al 30 %, junto con la
presencia de multiples genes de virulencia codificados tanto en el cromosoma como en plasmidos. En este contexto, nuestro grupo de investigacién
inici6 el estudio de diversos genes relacionados con la virulencia y la resistencia a antimicrobianos. El objetivo del presente estudio fue detectar el
gen que codifica la adhesina fimH, componente de la fimbria tipo 1 e implicado en la formacién de biopeliculas, en aislados clinicos de K. pneumoniae.
Se analizaron diez aislados clinicos (Kp1-Kp10) y la cepa de referencia ATCC 13883, esta Ultima incluida como control positivo, mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), con confirmacion mediante digestion de restriccion con BamHI (analisis RFLP, Polimorfismo de Longitud de
Fragmentos de Restriccion). Los resultados mostraron la presencia del gen fimH en el 80% de los aislados clinicos evaluadas (8/10) y su ausencia en
las dos cepas restantes (Kp1 y Kp7). En conclusion, se identifico una alta frecuencia del gen fimH en los aislados clinicos analizadas, lo que
proporciona un avance molecular para el inicio de la caracterizacion integral de los factores de virulencia en esta bacteria de importancia critica a
nivel global.
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ABSTRACT

In 2024, the World Health Organization (WHO) published its list of priority bacterial pathogens for public health, ranking Klebsiella pneumoniae first in
the critical-priority category due to its antimicrobial resistance. This classification reflects the increasing detection of carbapenem-resistant isolates
associated with in-hospital mortality rates exceeding 30%, together with the presence of multiple virulence genes encoded on both chromosomal and
plasmid DNA. In this context, our research group initiated the study of several genes associated with virulence and antimicrobial resistance.The aim
of the present study was to detect the gene encoding the FimH adhesin, a component of type 1 fimbriae implicated in biofilm formation, in clinical
isolates of K. pneumoniae. Ten clinical isolates (Kp1-Kp10) and the reference strain ATCC 13883 (used as a positive control) were analysed by
polymerase chain reaction (PCR), with confirmation by BamHI restriction digestion (restriction fragment length polymorphism, RFLP, analysis). The
results showed the presence of the fimH gene in 80% of the clinical isolates (8/10) and its absence in two isolates (Kp1 and Kp7). In conclusion, a
high frequency of the fimH gene was identified among the evaluated clinical isolates, providing a molecular basis for the broader characterisation of
virulence factors in this bacterium of global public health concern.
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INTRODUCCION

El género Klebsiella comprende bacilos Gram-negativos, encapsulados,
no moviles y anaerobios facultativos, pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae (Asokan et al., 2025; Huang et al., 2025). En los seres
humanos, Klebsiella puede comportarse como comensal del tracto
gastrointestinal, cavidad bucal y la nasofaringe, aunque bajo
determinadas condiciones se convierte en un patégeno oportunista
causante de infecciones sistémicas y localizadas (Asokan et al., 2025;
Huang et al., 2025; Zhu et al., 2021). Klebsiella pneumoniae es la especie
clinicamente mas relevante del género, debido a su capacidad para
causar infecciones adquiridas en la comunidad y nosocomiales,
incluyendo abscesos hepaticos, neumonia, endoftalmitis, meningitis,
infecciones urinarias y bacteriemia (Asokan et al., 2025; Bengoechea &
Sa Pessoa, 2019; Gotebiewska et al., 2019; Huang et al., 2025). La
susceptibilidad a las infecciones por K. pneumoniae es multifactorial,
resultante de la interaccién entre factores del hospedero (edad, estado
inmunitario y comorbilidades), factores ambientales (exposicién a
antibiéticos, condiciones hospitalarias) y factores del propio
microorganismo, entre las que destacan mecanismos de virulencia y
resistencia antimicrobiana (Asokan et al., 2025; Huang et al., 2025;
Schembri et al., 2005; Zhu et al., 2021).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a K. pneumoniae
entre las bacterias de prioridad critica debido a la frecuente
identificacién de aislados resistentes a carbapenémicos como imipenem
y ertapenem y a otros antimicrobianos de dltima linea como cefepima.
En México, esta bacteria se encuentra entre los principales agentes
etiolégicos de infecciones hospitalarias multirresistentes, asociandose
con una elevada morbilidad, mortalidad y costos sanitarios (Calderon-
Gonzalez et al, 2023). El surgimiento de cepas hipervirulentas y
multirresistentes, que combinan altos niveles de factores de virulencia
con resistencia antimicrobiana amplia, complica el tratamiento y
aumenta el riesgo de brotes nosocomiales (Asokan et al., 2025; J. Chen
et al., 2023; Huang et al., 2025; Zhu et al., 2021). Klebsiella pneumoniae
evade la respuesta inmune mediante varios mecanismos: produccion de
capsula, modulacién de la respuesta inflamatoria y formacién de
biopeliculas, lo que favorece su persistencia y diseminacion en entornos
clinicos (Chang et al., 2021; Wang et al., 2020). Estas estrategias
incrementan la capacidad de colonizacién y la resistencia a la
eliminacion por el hospedero (Asokan et al., 2025; T. Chen et al., 2020; Li

et al., 2024; Martin & Bachman, 2018).

Los factores de virulencia de Klebsiella pneumoniae incluyen la cépsula
polisacarida, lipopolisacéridos (LPS), fimbrias (tipo 1 y tipo 3),
sideréforos y pldsmidos portadores de genes de virulencia; estas
estructuras participan en la evasién inmune, la persistencia, adhesion y
adquisicion de nutrientes, y estan asociadas con y la patogenicidad en el
hospedero (T. Chen et al., 2020; Li et al., 2024). En especifico, las
fimbrias facilitan la fijacion a superficies epiteliales del hospedero y a la
formacion de biopeliculas, procesos criticos para el establecimiento de
infecciones, o bien para su permanencia en las superficies de
dispositivos médicos (Asokan et al., 2025; Huang et al., 2025; Schembri
etal., 2005; Zhu et al., 2021).

El operdn de la fimbrias tipo 1 incluye genes funcionales como fimA
(subunidad mayor), fimF/fimG (subunidades accesorias), y genes de
ensamblaje y regulacion (fimC, fimb, fiml, fimK) (Schembri et al., 2000;
Stahlhut et al., 2009). Entre ellos, fimH codifica la adhesina de tipo lectina
FimH, que reconoce residuos de manosa en glicoproteinas del hospedero
y promueve la adhesién, la colonizacion y la formacién de biopeliculas;
estos procesos son particularmente relevantes en infecciones del tracto
urinario y en la persistencia en superficies bi6ticas y no-biéticas (Sarshar
etal., 2020; Schembri et al., 2000; Stahlhut et al., 2009). Sustituciones en
la secuencia de fimH pueden alterar la afinidad por manosa, la densidad
y morfologia fimbrial, y por tanto modular la adhesién, el tropismo y la
virulencia. Por ello, el anélisis genético de fimH contribuye a explicar
diferencias de patogenicidad entre aislados clinicos y ambientales
(Lopatto et al., 2024a; Sarshar et al., 2020; Schembri et al., 2000; Stahlhut
etal., 2009).

La caracterizacién molecular mediante PCR y posterior analisis de
polimorfismos en la longitud de fragmentos tras digestion con enzimas
de restriccion (PCR-RFLP) constituye una herramienta rapida y de bajo
costo para la deteccion de genes como fimH y para la identificacién de
patrones polimdrficos que facilitan la diferenciacion entre aislados y el
seguimiento de brotes (Chang et al., 2021; Rohit et al., 2016). No
obstante, el poder de resolucién de PCR-RFLP depende de la presencia
de sitios de restriccion discriminatorios y puede requerir confirmacion
por secuenciacién para caracterizar
detectables por RFLP.

mutaciones puntuales no

La integracion de datos genéticos con perfiles fenotipicos (resistencia
antimicrobiana, caracteristicas de virulencia) permite correlacionar
genotipos con comportamiento clinico, informacién (til para el control y
la prevencion hospitalaria (Lopatto, et al., 2024b). El andlisis de fimH

permite profundizar en los mecanismos de adhesién e invasion que
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subyacen a la persistencia de K. pneumoniae, y puede orientar el
desarrollo de estrategias anti-adhesinas complementarias a las terapias
antimicrobianas convencionales (Lopatto et al., 2024b; Sarshar et al,
2020). Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar la presencia
del gen fimH en aislados clinicos de K. pneumoniae aisladas en un
entorno hospitalario, mediante analisis in silico (alineamientos,
prediccidn de sitios de restriccion) e in vitro (PCR especifica seqguida de

confirmacion por digestién enzimatica RFLP).

MATERIALES Y METODOS

PCR-RFLP IN SILICO DEL GEN fimH

Se utilizé la secuencia nucleotidica del gen fimH de K. pneumoniae
(ndmero de acceso GenBank: FJ483600.1) como referencia para el
disefio de la estrategia de amplificacion. Los iniciadores F-fimH (5™
TGCTGCTGGGCTGGTCGATG-3') y R-fimH (5-
GGGAGGGTGACGGTGACATC-3'), previamente descritos por Yu et al.
(2006), fueron evaluados mediante el programa OligoAnalyzer (IDT,
Integrated DNA Technologies) para determinar sus caracteristicas
fisicoquimicas. La amplificacion por Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) in silico se simuld con software Serial Cloner v2.6.1, y
el andlisis de los sitios de restriccion se realizé con el software SnapGene
Viewer, empleando la herramienta bioinformatica Virtual Cutter para
predecir patrones de digestion diferenciales con diversas enzimas de

restriccion (Hernandez-Sanchez & Lopez-Moreno, 2024).

EXTRACCION DEL gDNA DE K. PNEUMONIAE

Se utilizaron diez aislados clinicos de K. pneumoniae, asi como la cepa
de referencia ATCC 13883 (como control positivo), las diez aislados
clinicos fueron denominadas “Kp” (Kp1-Kp10); 6 fueron aisladas de
urocultivo (Kp2, Kp6-Kp9), 3 de herida postoperatoria (Kp3, Kp4 y Kp5) y
1 de expectoracion (Kp10), todas obtenidas de muestras de pacientes del
Hospital General de Culiacén, Sinaloa, México, quienes en esa institucion
firmaron una carta de consentimiento informado para el uso anénimo y
con fines educativos y de investigacion de sus derivados bioldgicos,
estas cepas fueron donadas a nuestro grupo de investigacién por el Dr.
Salvador Velarde. Las cepas Kp, se cultivaron en medio Brain Heart
Infusion (BHI, BD Difco®) a 37 °C hasta alcanzar fase exponencial,
siguiendo protocolos estandar, considerando un valor de 0.5 a 600 nm.
Las biomasas se recuperaron por centrifugacién a 10,000 x g durante 15
min y el gDNA se extrajo empleando el método estandar de Aljanabi y

Martinez (1997), con ligeras modificaciones. Brevemente, las pastillas

celulares se resuspendieron en 400 pL de solucién homogeneizadora
(NaCl 400 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 2 mM pH 8.0), sequido de
la adicion de 40 pL de SDS al 20% (p/v) y 8 uL de proteinasa K (20
mg/mL). La mezcla se incubd a 60 °C durante 1 h. Posteriormente, se
adicionaron 300 pL de NaCl 6 M, se mezclé vigorosamente en vértex
durante 30 s y se centrifugd a 10,000 x g durante 30 min. El sobrenadante
se transfirié a un tubo cénico estéril tipo Eppendorf, se precipité el DNA
con un volumen equivalente de isopropanol y se incubé a 20 °C durante
1 h. El precipitado obtenido tras centrifugacion se lavé con etanol al 70%
v/v, se dej6 secar a 60 °C en un minitermobloque (Joanlab) y se
resuspendi6 en amortiguador TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0).

Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

AMPLIFICACION DEL GEN fimH MEDIANTE PCR

Las amplificaciones por PCR del gen fimH con los gDNA de la cepa de
referencia ATCC 13883y los Kps, se llevaron a cabo en un termociclador
MiniAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific)
utilizando los iniciadores F-fimH y R-fimH previamente descritos. Las
condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 5 min; 35 ciclos de 95 °C por 30's, 55 °C por 30 s y 72 °C por 1
min; seguido de una extension final a 72 °C durante 10 min. Cada
reaccion se preparé en un volumen final de 25 pL, compuesto por: 8.75
L de Master Mix (Sigma-Aldrich), 2 uL de cada iniciador (2.5 pM), 5 uL
(12 ng/pL) de gDNA como molde y 7.25 pL de agua estéril. Se incluy6 un
control negativo con agua en lugar de DNA molde. Los productos
amplificados se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% (p/v), tefiido con SYBRGold (Sigma-Aldrich), aplicando un voltaje de
80 V durante 40 min, y se documentaron bajo luz UV, utilizando la cdmara

de 12 Mp integrada en un iPhone 11 (Apple).

ANALISIS RFLP DEL GEN fimH

Con base en el andlisis in silico del producto amplificado por la PCR
simulada, se selecciond la enzima BamHI (Jena Biosciences) para
confirmar la presencia del gen fimH mediante la observacién de los
patrones de restriccion de tamafio molecular definido. Las digestiones
enzimaticas se prepararon en un volumen final de 23 pL, conteniendo 10
uL del producto de PCR, 0.3 pL de BamHI (6 Ul), 3 pL de amortiguador
10X Universal (Jena Biosciences) y agua inyectable estéril (Pisa). Las
reacciones se incubaron a 37 °C durante 2 h, al término de las cuales, se
inactivd a la enzima, sometiéndola a una temperatura de 80 °C por 5 min,

de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los fragmentos
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FimH TGCTGCTGGGCTGGTCGATGAACGCCTGGTCCTTTGCCTGCAAAACGGCCACCGGGGCGA 90000  smm—m
80 100 120
| ] ]
FimH CGATTCCCATCGGCGGCGGGTCAGCCAACGTCTACGTTAACCTGACCCCGGCGGTGAACG 10000 sm—m
140 160 180
b ¢ i 7000  e—
FimH TCGGGCAAAACCTGGTGGTCGACCTCTCCACGCAGATTTTTTGCCATAACGACTATCCGG 5000 g
4000  e—
2?0 zfo z4|o 3000  —
FimH AAACGATCACCGACTACGTGACCCTGCAGCGCABATCCGCCTATGGCGGTGTGCTGTCGA 2000
20 20 0 1500  m—
FimH GTTTTTCAGGCACCGTGAAATATAACGGCACCTCTTACCCGTTCCCGACCACCACGGAAA 1000
0 Ho 20 700  —
FimH CCGCGCGGGTGATTTATGATTCACGGACCGATAAACCCTGGCCAGCCGTCCTGTATCTGA 500
380 400 420 400  e—
| 1 1 — <« 337 pb
FimH CGCCGGTGAGCACTGCCGGTGGAGTGGCCATCACCGCAGGATCGTTAATCGCGGTGCTGA 300  —
“o 460 480 200 e —<— 213 pb
| | ]
FimH TCCTGCATCAGACCAACAACTACAATAGCGACTCCTTCCATTTCATCTGGAACATCTACG
500 520 540
) 1 I
FimH CCAATAACGACGTGGTGGTCCCCACCGGCGGCTGCGACGTCTCCGCCCGCGATGTCACCG 75—
FimH TCACCCTCCC

Figura 1. PCR-RFLP in silico del gen fimH de K. pneumoniae. En A), Secuencia del gen fimH de K. pneumoniae obtenida mediante una PCR simulada empleando los iniciadores especificos

reportados por (Herndndez-Sénchez & Lépez-Moreno, 2024; Yu et al., 2006), donde se muestran los 550 nucleétidos que la componen, consistentes a los 550 pb esperados en un gel de agarosa.

El sitio de restriccion de la enzima BamHI se sefiala con una bandera azul en la posicion 213 (Imagen obtenida con el software CLC Sequence Viewer 8). En B), Patrdn de restriccion simulado

del gen fimH amplificado en A, digerido con la enzima BamHI. Se muestra un gel de agarosa simulado, donde se observa la longitud de dos fragmentos de restriccion correspondientes a 337 y

213 pb (sefalados con flechas azules) generados por el corte con la enzima BamHI sobre el producto del gen fimH obtenido en la PCR in silico.

resultantes se analizaron en geles de agarosa al 2% (p/v), tefiidos con
SYBRGold a una concentracién 2 X diluido del vial original a 10000X
(Invitrogen), empleando un marcador de tamafio molecular de 100 pb.
Los perfiles de restriccién se compararon con los patrones in silico

reportados previamente (Hernandez-Sanchez & Lopez-Moreno, 2024).

RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS IN SILICO DEL GEN fimH MEDIANTE PCR-RFLP

La simulacion computacional de la PCR in silico constituye una
estrategia preliminar fundamental para la validacién del disefio
experimental de técnicas de tipificacion molecular (Veldzquez-Escobar,
2025). En este estudio se emplearon iniciadores especificos dirigidos a
regiones conservadas del gen que codifica para la adhesina FimH,
proteina localizada en la punta de la fimbria tipo 1 de K. pneumoniae, cuya

funcioén estd asociada con la adhesién dependiente de manosa a células

epiteliales y, por ende, al establecimiento de biopeliculas en superficies
tanto biolégicas como abidticas.

Los resultados del anlisis in silico indicaron la amplificacién de un
fragmento de aproximadamente 550 pb correspondiente a fimH (Figura
1A), en concordancia con los tamafios moleculares previamente
reportados para esta diana molecular en aislados clinicos y ambientales
de K. pneumoniae (Swedan & Aldakhily, 2024; Yu et al., 2006). En paralelo,
se realiz6 el andlisis de sitios de restriccion en el fragmento amplificado
mediante un panel de enzimas disponibles en bases de datos
(https://nc3.neb.com/NEBcutter/;

https://www.genscript.com/tools/restriction-enzyme-map-analysis). Al

bioinformaticas

analizar el patrén de digestion de la secuencia del gen fimH, se eligié a
la enzima BamHI dado que realiza un corte Gnico dentro del producto
amplificado en la PCR simulada para fimH (Figura 1A), generando dos

productos de diferentes longitudes entre si, uno de 213 pb y otro de 337
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pb respectivamente, tras su digestion virtual (Figura 1B). La diferencia de
longitud o tamaiio entre ambos fragmentos (124 pb) resulta suficiente
para garantizar una resolucion adecuada mediante electroforesis en
geles de agarosa al 2%, lo que avala su utilizaciéon como herramienta de
tipificacion molecular por polimorfismos de longitud en fragmentos de
restriccion (RFLP).

Figura 2. Presencia del gen de fimH en los aislados clinicos de K. pneumoniae. Ocho de las
10 muestras clinicas analizadas presentan un producto (amplicdn) de 550 pb (indicado con la
flecha negra) en un gel de agarosa al 2% p/v, consistente con el amplicdn de la PCR in silico.
La distribucion de las muestras fue: 1. Marcador (Sigma-Aldrich 1 kb), 2. Kp ATCC 13884, 3.
Kp1, 4. Kp3, 5. Kp4, 6. Kp5, 7. Kp7, 8. Kp8, 9. Kp9, 10. Kp10, 11. Kp2, 12. Kp6, 13. Control
negativo, 14. gDNA ATCC 13884, en 15y 16 se incluyen alicuotas equivalentes de gDNA (al de
la cepa de referencia ATCC 13884) de los dos aislados clinicos que resultaron negativas a la
presencia del gen fimH en la PCR, correspondientes a Kp1 (15) y Kp7 (16). Resultado

representativo de 3 experimentos independientes (Yu et al., 2006).

Este enfoque resulta particularmente til para la caracterizacién de
genes asociados con virulencia en patégenos multirresistentes, dado
que integra herramientas bioinformaticas con estrategias moleculares
experimentales que permiten generar predicciones confiables antes de
la ejecucién de ensayos in vitro, disminuyendo costos y tiempo de
optimizacién metodoldgica (Asokan et al., 2025; J. Chen et al., 2023;
Lopatto et al., 2024a; Schembri et al., 2005; World Health Organization,
2024; Zhu et al., 2021). En este sentido, la integracion de herramientas
bioinformaticas y metodologias moleculares experimentales fortalece la
caracterizacion de genes asociados a factores de virulencia en K.
pneumoniae, como la adhesina de la fimbria tipo 1, analizada en este

trabajo.

DETECCION EXPERIMENTAL DEL GEN fimH MEDIANTE PCR

Una vez establecida la validez computacional, la PCR se implementd
experimentalmente en un total de 10 aislados clinicos de K. pneumoniae
(Kp1-Kp10) aisladas de contexto hospitalario, ademas se incluyé a la
cepa de referencia ATCC 13883 como control positivo, para mayor

certidumbre en nuestros analisis. Los resultados confirmaron la

amplificacién exitosa del fragmento de 550 pb en 8 de las 10 cepas Kp
evaluadas, lo que representa una prevalencia de 80% del gen fimH en la
coleccion microbiana evaluada (Figura 2). En contraste, Kp1 y Kp7 se
identificaron como negativas para la presencia de este determinante
genético, lo cual refleja un porcentaje minoritario (20%) de aislados
potencialmente portadores de variantes no fimbriales de adhesién o
mecanismos alternativos de colonizacién (Gerlach et al., 1989; Lopatto
et al., 2024a; Pourmohammad-Hosseini et al., 2023; Sarshar et al., 2020;
Stahlhut et al., 2009; World Health Organization, 2024). Estos hallazgos
concuerdan con estudios recientes que resaltan la alta frecuencia de
fimH en aislados clinicos. Swedan & Aldakhily (2024) reportaron una
prevalencia del 88.6% en aislados de K. pneumoniae provenientes de
hospitales en Jordania, incluso dentro de subpoblaciones con perfiles de
resistencia critica (Swedan & Aldakhily, 2024). La elevada prevalencia de
este gen se explica por su participacién estructural y funcional en la
biologia del patdgeno, favoreciendo la supervivencia bacteriana frente al
aclaramiento mecanico en tejidos mucosos.

En consecuencia, fimH se ha consolidado como un biomarcador
molecular robusto, cuya deteccién permite la identificaciéon de cepas
potencialmente virulentas en estudios de vigilancia epidemioldgica y
diagndstico temprano, particularmente en regiones geograficas con alta
carga de infecciones asociadas a la atencion en salud (Lopatto et al,
2024a; Pourmohammad-Hosseini et al., 2023; Schembri et al., 2000,
2005; Swedan & Aldakhily, 2024). La presencia predominante del gen en
las cepas locales analizadas en este trabajo ofrece indicios sobre

patrones conservados de virulencia en nuestra area de estudio y refuerza

la necesidad de implementar analisis rutinarios de este biomarcador en

los hospitales del pais.

ANALISIS EXPERIMENTAL DEL GEN fimH

Los productos obtenidos in vitro mediante la PCR correspondientes al
gen fimH fueron digeridos con la enzima BamHI seleccionada del analisis
in silico, obteniéndose en 7 de los aislados clinicos positivas un patron
de restriccién consistente de dos fragmentos (213 y 337 pb) resultantes
de la digestion enzimatica simulada empleando la misma enzima (Figura
3). Dicho patrén fue uniforme tanto para la cepa de referencia de K.
pneumoniae ATCC 13883, asi como para como todos los aislados
clinicos que resultaron positivas (Kp2, Kp3, Kp4, Kp5, Kp6, Kp9 y Kp10),
inesperadamente la cepa Kp8 presentd un patron ligeramente diferente
con la banda de 213 pb y una de unos 150 pb probablemente debido a un

polimorfismo de fimH en esta cepa clinica, que podria poseer mas de un
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sitio para BamHI que deberd verificarse por secuenciacion. La ausencia
de variaciones en el patrén de fragmentacion indica que el gen fimH
presenta un alto grado de conservacién genética en las cepas evaluadas,
sin polimorfismos detectables por esta técnica. Se observaron
diferencias en la intensidad de bandas entre las cepas (ej. mayor
intensidad en Kp3, Kp8 y Kp9 respecto a Kp2, Kp6 y Kp10), lo que
probablemente se deba a variaciones en la concentracién inicial de gDNA
o en la eficiencia de la amplificacion posiblemente inherente a la
variacién entre cepas, sin afectar la interpretacion de los patrones de
restriccion en general. Estos resultados coinciden con estudios recientes
que destacan la prevalencia y conservacion de fimH en K. pneumoniae,
como lo publicado por Pourmohammad-Hosseini et al. (2023), quienes
reportaron una prevalencia del 95% del gen fimH detectado en cepas de
K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos, asociando a fimH con la
colonizacion de tracto urinario y respiratorio (Pourmohammad-Hosseini
et al., 2023). Asimismo, se ha observado una correlacion entre fimH, la
capacidad de formacidn de biofilms y fenotipos multirresistentes (Li et
al., 2024). Estas evidencias apoyan la relevancia de fimH como
biomarcador de virulencia y como factor implicado en la persistencia

hospitalaria de K. pneumoniae.
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Figura 3. RFLP del gen fimH en aislados clinicos de K. pneumoniae mediante digestién con
BamHI. Patrén de restriccion in vitro del gen fimH tratado con la enzima BamHI
correspondientes a los amplicones de PCR de cada una de los aislados clinicos de K.
pneumoniae analizadas in vitro, consistentes con la PCR-RFLP simulada (in silico) de la figura
1, visualizado en un gel de agarosa al 2%, tefiido con SYBRGold (Sigma-Aldrich), donde se
observa la longitud de dos fragmentos de restriccion (RFLP) correspondientes a 337 y 213 pb
(sealados con flechas azules). En 1. Marcador molecular 1 kb (Sigma-Aldrich), 2. Kp ATCC
13883, 3. Kp2, 4. Kp3, 5. Kp4, 6. Kp5, 7. Kp6, 8. Kp8, 9. Kp9, 10. Kp10, 11. Control negativo
(producto de PCR de fimH Kp ATCC 13883 sin enzima de digestion, flecha negra). Resultado

representativo de 3 experimentos independientes.

Estudios gendmicos a gran escala también muestran la diversidad
estructural del gen, Lopatto et al. (2024a) reportaron que >70% de los

genomas analizados compartian un alelo idéntico de fimH, mientras que

variantes especificas exhibian mayor afinidad de unién a manosa,
favoreciendo la colonizacién en contextos clinicos como infecciones
asociadas a catéteres (Lopatio et al., 2024a). Para verificar si esos
hallazgos mediados por FimH se desarrollan en nuestras cepas Kp en
estudio y analizar la posible virulencia diferencial entre ellas, se requieren
evaluaciones de estructura y funcién, iniciando con su participacién en
la adherencia e invasién in vitro e in vivo.

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo confirman que fimH
es un gen altamente prevalente (80%) y conservado entre aislados
clinicos locales, con patrones de restriccion homogéneos que
concuerdan con la prediccion in silico. Esta aproximacién metodolégica
demuestra que la combinaciéon de PCR y RFLP constituye una
herramienta accesible y confiable para la caracterizacion molecular de
fimH. Futuras investigaciones que integren un mayor niimero de aislados
clinicos y andlisis de expresiéon génica permitiran profundizar en la
participacién de este gen y de otros, en la adhesidn, la resistencia

antimicrobiana y la hipervirulencia de K. pneumoniae.

CONCLUSIONES

El abordaje combinado de analisis in silico y PCR-RFLP experimental
empleando la enzima de restriccién BamHI permitié detectar el gen fimH
en 8 de 10 aislados clinicos (80%) y en la cepa de referencia K.
pneumoniae ATCC 13883. La digestion con BamHI generd patrones de
restriccion concordantes in silico e in vitro (fragmentos ~213 y ~337 pb),
lo que respalda la idoneidad de la estrategia PCR-RFLP para la deteccion
y caracterizacion preliminar de fimH en colecciones clinicas. No
obstante, la uniformidad del patrén de RFLP observado dnicamente
indica conservacion de los sitios de restriccion evaluados y no excluye la
presencia de variaciones nucleotidicas fuera de dichos sitios, ni de
mutaciones sin efecto sobre el reconocimiento de BamHI. Por tanto, si
bien los resultados sugieren un alto grado de conservacién del locus
fimH entre los aislados clinicos analizadas, esta conclusion debe
interpretarse con cautela dado el tamafio de la muestra. Por su sencillez
y bajo costo, la PCR-RFLP con BamHI constituye una herramienta atil
como cribado inicial y apoyo en estudios epidemioldgicos de K.
pneumoniae, especialmente en contextos con recursos limitados. Sin
embargo, para una caracterizacién exhaustiva y para la identificacion de
variantes alélicas con posible repercusion funcional o epidemiolégica se
recomienda complementar el andlisis con (i) secuenciacién directa de
amplicones representativos, (ii) ampliacion de la cohorte de aislados y

(iii) estudios de correlacién genotipo-fenotipo (por ejemplo, perfiles de
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resistencia antimicrobiana, pruebas de formacion de biofilm y andlisis de
expresion génica). Estas acciones permitiran validar la aplicabilidad de
fimH como marcador de vigilancia y clarificar su relacién con fenémenos

de hipervirulencia y multirresistencia.
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